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(57) Abstract 

DNA constructs including sequences derived from the adenovirus VA RNA I gene, and recombinant vectors including said constructs, 
are disclosed. Said constructs and vectors are useful for increasing the production f proteins of interest in host cells. 

(57) Abrege* 

L' invention est relative a des constructions d'ADN comprenant des sequences ddrivees du gene de TARN VA I d'addnovirus, ainsi 
qu'a des vecteurs recombinants comprenant lesdites constructions. Ces constructions et ces vecteurs sont utilisables pour augmenter la 
production de procaines d'intdrfct dans des cellules-hdtes. 
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CONSTRUCTIONS D'ADN ET VECTEURS D' EXPRESSION DERIVES DU 
GENE DE L'ARN VA I D ' ADENOVIRUS . 

L* Invention est relative a des constructions 
d'ADN derivees du gene VA I d' adenovirus et a leur 
5 utilisation pour augmenter le niveau d' expression de 
genes d'interet. 

Les adenovirus sont des virus a ADN double 
brin lineaire ; leur genome, dont la sequence complete 
est pour certains d'entre eux, connue [cf. par exemple 

10 CHROBOEZEK et al . Virology, 186, 280-285 (1992)], 
comprend a peu pres 36000 pb et comporte a ses extremites 
des sequences inversees repetees (ITR) . 

L' infection d'une cellule-hote par un 
adenovirus comprend deux phases : 

15 - une phase precoce au cours de laquelle sont 

exprimees 4 unites de transcription, denommees El, E2, E3 
et E4, et ou sont synthetises en particulier les facteurs 
de replication de 1'ADN viral, ainsi que des proteines 
regulant 1' expression de certains gdnes viraux et 

20 cellulaires ; parmi les genes transcrits pendant la phase 
precoce, on mentionnera en particulier les genes El (E1A, 
et E1B) qui sont situ£s a l'extremite gauche (extremite 
5') du genome de 1 1 adenovirus, et qui sont indispensables 
a la replication virale ; 

25 - une phase tardive, au cours de laquelle sont 

exprimes les genes tardif s LI a L5 ; les genes codant 
pour les proteines de structure du virion sont transcrits 
sous controle du promoteur fort MLP (Major Late 
Promoter) . 

30 Que ce soit au cours de la phase precoce, ou 

au cours de la phase tardive, la plus grande partie du 
genome de 1' adenovirus est transcrite par 1 ' ARN 
polymerase II de la cellule-hote. 

Cependant, certains genes sont transcrits par 

35 1' ARN polymerase III : en particulier, deux gdnes (VA I 
et VA II) , qui sont situ§s dans la region Ll (entre les 
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nucleotides 10160 et 10574 dans le cas de 1' adenovirus 
Ad2), sont transcrits essentiellement pendant la phase 
tardive de 1' infection, pour dormer naissance a des ARNs 
denommes ARN VA (pour "Virus Associated") , qui 
s'accumulent dans la cellule en grande guantite. Les 
sequences promotrices de ces genes reconnues par l'ARN 
polymerase III sont intrageniques, et sont denommees 
respectivement boite A et boite B. 

La structure de 1 ' ARN VA I de 1- adenovirus Ad2 
est representee a la Figure 1 [d'apres la publication de 
MA et MATHEWS J. Virol., 67, 6605-6617 (1993)]. Cette 

structure comprend une region terminale (nucleotides 0 a 
18 formant un duplex imparfait avec les nucleotides 138 a 
160), et une region apicale (nucleotides 42 a 90, formant 
egalement une structure en duplex par repliement en 
epingle a cheveux de la chaine nucleotidique) , qui sont 
separees par un domaine central (nucleotides 19 a 41 e t 
91 a 137) . 

L'espece d 1 ARN VA la plus representee est 
l'ARN VA I qui est synthetise de maniere tres active 
pendant la phase tardive, et s'accumule jusqu'a une 
quantity superieure a 10 8 molecules par cellule. 
L'ARN VA II est synthetise en quantit§ environ 10 fois 
moindre . 

11 a 6t6 montre que, dans des cellules 
infectees par les adenovirus. l'ARN VA I etait necessaire 
pour accroitre la traduction des ARNm pendant la phase 
tardive de 1' infection. 

II a egalement §t£ observe dans le cadre 
30 d' experimentations d' expression transitoire, que 
l'ARN VA I pouvait stimuler, mime en 1' absence 
d' infection adenovirale, 1' expression de genes 
rapporteurs introduits dans des cellules. 

C'est ainsi qu'en 1985, SVENSSON et AKUSJARVI 
[EMBO J. 4, p. 957-964] ont demontre que 1 'augmentation 
d'efficacite d' expression ne se limite pas aux ARNm 
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viraux : ces auteurs ont en particulier proc6de si la co- 
transfection de cellules avec un plasmide porteur du g&ne 
CAT, et un plasmide porteur de la region VA I. lis ont 
montrS dans ces conditions une stimulation significative 
5 (6,5x) dans les cellules 293, qui complementent en trans 
pour le gene E1A, mais pas dans les cellules HeLa et CV-1 
(environ 2x) . Selon ces auteurs, ces resultats seraient 
dus a une mauvaise efficacite de transcription du gene 
VA I dans ces deux derniers types cellulaires. 

KAUFMANN [Proc. Natl. Acad. Sci . USA, 82, p. 
689-693, (1985)] a egalement montre 1 1 augmentation de 
1' expression d'un gene rapporteur par le gdne VA I fourni 
en cis ou trans. Selon cet auteur, cet effet est surtout 
marque pour des genes rapporteurs places sous le controle 
du MLP et de ses trois sequences leader non traduites 
situees en 5' du gene. 

L'ARN VA I agit essentiellement en bloquant 
1' activation de la proteine -kinase PKR (egalement 
denommee DAI). [Pour revue, cf . MATHEWS M.B., Enzyme, 44, 
p. 250-264, (1990) ; MATHEWS et SHENK, J. Virol., 65, p. 
5657-5662, (1991) ] . 

La PKR, dont la synthese est induite par 
1 ' interferon, est associee au ribosome, dans un complexe 
reunissant tous les facteurs de la traduction. Cette 
prot6ine-kinase est normalement activ§e par les ARN 
double brins (ARN-ds) presents en quantity importante 
dans la cellules du fait de 1' infection virale. Cette 
activation se traduit par une autophosphorylation de 
1' enzyme, puis une phosphorylation du facteur 
d' initiation de la traduction eIF-2 (Eukaryotic 
Initiation Factor 2) . Le facteur eIF-2 phosphoryle ne 
peut etre recycle, ce qui conduit a une inhibition de 
1' initiation de la traduction. 

Lorsque 1 ' ARN VA I est present en quantite 
suffisante dans la cellule, c'est a dire aprds la 
transition vers la phase tardive du cycle viral, 
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1' activation de la PKR ne se produit pas, et les ARNm 
tardifs viraux peuvent etre traduits. 

Differents travaux ont permis de decrire le 
mecanisme d 1 interaction VA I-PKR et les sites impliques 
5 [MELLITS et MATHEWS, EMBO J. 7, p. 2849-2859, (1988) ; 
MELLITS et al., Cell. 61, p. 843-852, (1990) ; MELLITS et 
al., J. Virol., 66, p. 2360-2377, (1992) ; MA et MATHEWS , 
67, p. 6605-6617, (1993) ; PE 1 ERY et al . , J. Virol. 67, 
p. 3534-3543, (1993) ] . 

0 Dans un premier temps, le VA I se fixe a la 

PKR par 1 ' intermediaire de 1 1 extremite de sa region 
apicale (nucleotides 54-77 chez 1'adenovirus Ad2) , et 
dans un deuxieme temps se cree une interaction entre le 
domaine central du VA I et la PKR, d'ou resulte 
5 1' inhibition de 1' activation de la PKR. 

II a Ste montr£ que des mutations de 
1'ARN VA I qui altSrent 1' extremite apicale sans detruire 
sa structure secondaire ne detruisent pas sa fonction, 
mais qu'en revanche, les mutations qui affectent la 
structure du domaine central inactivent sa capacite a 
inhiber 1' activation de la PKR . 

Les adenovirus peuvent constituer des vecteurs 
fonctionnels pour 1' expression de genes d f int§ret dans 
des cellules animales, par exemple dans des cellules de 
mammiferes, et egalement d'oiseaux, ou de poissons . Leur 
emploi a ainsi ete preconis§ pour 1'obtention de vaccins 
vivants recombinants, pour la therapie genique, et 
egalement pour la production de proteines heterologues 
dans des cultures cellulaires. De tres nombreux systdmes 
d' expression utilisant les adenovirus ont ainsi 6t§ 
decrits . 

Pour obtenir des vecteurs d' expression derives 
d' adenovirus, les sequences d'ADN heterologue que 1 • on 
souhaite exprimer sont inserSes a la place de sequences 
genomiques de 1 'adenovirus, ou a I'interieur de ces 
sequences : les regions El (E1A et E1B) , E3, et E4, ont 
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en particulier §te utilisees pour 1' insertion de 
sequences heterologues . 

Lorsque qu'une sequence heterologue est 
inseree dans E3 , qui n'est pas une region essentielle 
pour la replication, les adenovirus peuvent etre 
repliques dans n'importe quelle lignee cellulaire 
permissive. Des lignees cellulaires permissives pour les 
adenovirus sont d'origine humaine ou animale (mammif eres, 
oiseaux, poissons) . 

En revanche, si une sequence h6t£rologue est 
ins£r£e dans la region El, les adenovirus obtenus sont 
incapables de replication dans les cellules -hote 
habituelles, ou ils restent bloques en phase precoce ; de 
tels adenovirus, dits "def ectif s" , sont depourvus 
d'effets pathogenes. De ce fait ils sont particulierement 
avantageux pour 1 'utilisation en thSrapie genique et pour 
1 'utilisation vaccinale. 

La replication de ces adenovirus defectifs 
doit etre effectuee sur des cellules fournissant les 
fonctions manquantes ; a titre d'exemple, on citera les 
cellules 293 [GRAHAM et al . J. Gen. Virol., Vol. 36, p. 
59-72 (1977)] : ces cellules sont issues d'une lignee de 
rein embryonnaire humain, dans le genome de laquelle est 
integree la partie gauche du genome de 1 1 adenovirus 
humain Ad5 ; elles compl6mentent en trans pour la region 
El et permettent la replication des virus defectifs pour 
cette region. 

Generalement, les adenovirus utilises comme 
vecteurs d' expression comprennent au moins : les 
sequences ITR, localisees a chaque extr6mit§ du genome 
viral (la sequence ITR gauche de Ad5 comprend par exemple 
les nucleotides 1 a 103 du genome) une sequence 
d'encapsidation, (denommee sequence Psi) , situee entre 
1'ITR gauche et la region El, au meme niveau que les 
signaux activateurs de la transcription du g£ne ElA (Elt 
I et II) . lis comprennent egalement les genes essentiels 
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pour la replication de 1 * adenovirus, a moins que ceux-ci 
ne soient apportes par la lignee cellulaire hote et/ou 
par un autre adenovirus utilise comme auxiliaire. 

lis peuvent comprendre en outre d' autres 
sequences, dont la nature varie selon l f usage que I'on 
envisage pour le vecteur, et qui sont des sequences 
d 1 adenovirus et/ou des sequences h£terologues . 

Ces autres sequences incluent general ement, 
outre le gene d'inter§t que l'on souhaite exprimer, des 
signaux de regulation de I 1 expression dudit gene, et en 
particulier des promoteurs. 

Une grande varie te de promoteurs est 
utilisable pour controler 1' expression de gSnes 
heterologues clones dans .un adenovirus. II peut s'agir de 
promoteurs cellulaires tissu- specif iques ou non, 
inductibles ou non, de promoteurs viraux d' adenovirus ou 
d' autres virus, de promoteurs synthetiques, etc. 

Une grande vari§te d f adenovirus recombinants, 
conc^us pour des usages divers, ont ainsi ete obtenus ; on 
citera a titre d* illustration les vecteurs decrits dans 
les Demandes Internationales PCT publiees sous les 
numeros WO 94/08026 du 14 Avril 1995, au nom de RHONE - 
POULENC RORER S.A. et al . ; WO 95/02697 du 26 Janvier 
1995, au nom de RHONE - POULENC RORER S.A. ; WO 95/14101 du 
26 Mai 1995, au nom de RHONE - POULENC RORER S.A. et al . ; 
WO 95/16772 du 22 Juin 1995, au nom de CORNELL RESEARCH 

FOUNDATION, INC. US. 

II a egalement ete propose d'utiliser les 
promoteurs polIII d' adenovirus, tels que ceux des gdnes 
des ARN VA, pour exprimer des ARN d'interet, en 
particulier des ribozymes et des ARN anti-sens [Demande 
EP 0647 716 au nom de UNIVERSITE DE NICE- SOPHIA 
ANTIPOLIS ; VENTURA et al . , Nucl . Acid Res. 21, 14, 3249- 
3255(1993)]. Dans ce cas, la sequence d'intergt est 
inseree de preference a l'interieur du domaine central, 
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ou a la place de celui-ci, afin d'inactiver la fonction 
inhibitrice de 1' activation de la PKR. 

II a 6galement et§ propose d'utiliser 
1'ARN VA I pour stimuler l'expression de genes d'interet, 
5 en augmentant la traduction des ARNm. Dans ce cas, le 
vecteur exprimant le g§ne d'interet est co- transf ecte 
avec un vecteur exprimant l'ARN VA I intact (un vecteur 
de ce type, denomme pAdVAntage™, est par exemple 
commercialise par la societe PROMEGA) . 

10 Cependant, les proprietes de l'ARN VA I 

n'avaient jusqu'& present pas trouve d' applications dans 
le cas des vecteurs adenovirus defectifs utilises pour la 
therapie genique ou la vaccination ; en effet, ces 
vecteurs qui sont bloques en phase precoce de 

15 1' infection, ne peuvent pas benef icier d'une stimulation 
qui n'intervient qu'en phase tardive du cycle de 
replication. 

D 1 autre part, aucun moyen d'augmenter 
I'efficacite de l'ARN VA I sur la stimulation de la 

20 traduction des ARNm n'avait §t§ propos§ auparavant. 

Or, les Inventeurs ont maintenant obtenu des 
variants d'ARN VA I, qui lorsqu'ils sont introduits dans 
la meme cellule qu'un gene heterologue codant pour une 
proteine d'int£ret permettent d'augmenter la synthase de 

25 ladite proteine. lis ont en outre obtenu des 
constructions d'ADN recombinant permettant d'exprimer a 
un niveau elevS l'ARN VA I d' adenovirus des la phase 
precoce de 1 1 infection virale . 

La pr£sente Invention a pour objet 

30 l'utilisation d'une construction d'ADN recombinant 
derivee du gdne d'un ARN VA I, et qui comprend au moins 
le bloc A et le bloc B d'un promoteur reconnu par la 
polymerase III, et, sous contrdle transcriptional dudit 
promoteur, une sequence S x dont le produit de 

35 transcription peut former une structure identique ou 
similaire a celle de 1'extrSmite du duplex apical d'un 
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ARN VA I d' adenovirus, et une sequence S 2 choisie de 
manidre a ce que les produits de transcription desdites 
constructions d'ADN recombinant constituent des mutants 
d'ARNs VA I dans lesquels le domaine central du VA I est 
5 au moins partiellement delate ou substitue par une 
sequence differente de la sequence de type sauvage, pour 
stimuler la traduction des ARNm dans une cellule-hote 
hebergeant ladite construction. 

Des promoteurs reconnus par la polymerase III 

10 sont par exemple le promoteur du gene d'un ARN VA 
d' adenovirus, le promoteur du gene d'un ARN de transfert, 
ou bien le promoteur du g6ne d'un ARN EBER du virus 
d f Epstein-Barr . 

La sequence S x peut par exemple comprendre une 

15 sequence dont le transcrit est constitu§ par les 
nucleotides 54-72 d'un ARN VA I d' adenovirus Ad2 
cependant, S x peut §galement comprendre toute autre 
sequence dont le transcrit peut adopter la meme structure 
secondaire que cette portion d 1 ARN VA I d' adenovirus, ou 

20 toute structure permettant la fixation de la PKR. 

Avan tageu semen t, lesdites constructions d'ADN 
recombinant comprennent en outre une sequence d'ADN qui 
constitue un signal de fin de transcription reconnu par 
1 ' ARN polymerase III. Des signaux de fin de transcription 

25 reconnus par 1 1 ADN polymerase III, qui peuvent etre 
employes pour l'obtention de ces constructions sont par 
exemple les signaux de fin de transcription d'ARNs de 
transfert, ou bien ceux des ARNs VA I ou VA II 
d' adenovirus, ou le signal de fin de transcription du 

30 gene EBER I du virus d 1 Epstein-Barr . 

Selon un mode de mise en oeuvre de la presente 
invention, lesdites constructions d'ADN recombinant 
comprennent, & la place ou a l'int£rieur de la sequence 
du domaine central du VA I, un lieur comprenant au moins 

35 un site de restriction pour le clonage d'une sequence 
d'ADN het£rologue (par exemple construction VAemp d§crite 
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ci-apres) sous controle transcriptionnel du promoteur 
PolIII. Selon une disposition preferee de ce mode de 
realisation, il s'agit d'un lieur multisite. 

A titre d'exemple, des constructions 
5 utilisables conf ormSment a 1' Invention, denommees VArib 
et VAie, comprennent respectivement : 

- la sequence representee dans la liste de 
sequence en annexe, sous le numiro SEQ ID NO: 1, qui 
contient la sequence d'un ribozyme de l'ARNm du gene CAT, 

10 et 

- la sequence representee dans la liste de 
sequence en annexe, sous le nuraero SEQ ID NO: 2, qui 
contient une sequence anti-sens de l'ARNm du gene IE 
(immediate early) du virus de la maladie d'Aujeszky. 

15 Les sequences des constructions VArib et VAie 

correspondantes sont egalement representees a la figure 
3. 

Lorsque des constructions d 1 ADN recombinant 
derivees du gene d'un ARN VA I, telles que dgfinies-ci 
dessus sont introduites dans la meme cellule qu'un gdne 
heterologue codant pour une proteine d'interet, on peut 
obtenir, de maniere similaire a ce qui a ete observe avec 
les ARN VA I de type sauvage, 1 1 augmentation de la 
synthese de ladite proteine. Cet effet est inattendu, 
25 dans la mesure oxi l'integrite du domaine central du VA I 
etait generalement consid6re comme indispensable pour 
1' inhibition de 1' activation de la PKR. 

Les Inventeurs ont constate que 1 ' augmentation 
de 1» expression observee avec des constructions utilisees 
30 conformement a 1» Invention pouvait etre notablement plus 
importante que celle observee avec le VA I endogene de 
type sauvage. (on designe par ARN VA "endogene" un 
ARN VA I ou VA II resultant de la transcription d'un gSne 
d'ARN VA I ou VA II non-modifii, qui est situ£ dans son 
35 contexte naturel de transcription, a sa position 
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habituelle dans le genome d* adenovirus, et qui est 
flanque des sequences qui l'entourent naturellement) . 

En outre, les Inventeurs ont observe une 
augmentation du niveau d 1 expression du gene heterologue 
5 aussi bien dans des cas ou le domaine central du VA I est 
substitue par des sequences sans rapport avec le domaine 
fonctionnel initial (illustre dans les exemples ci-apres 
par les formes VArib et VAie) , que dans le cas de la 
deletion du domaine central du VA I (illustre dans les 
10 exemples ci-aprds par la forme VAemp) sans 1' insertion de 
sequences de remplacement ; dans ce dernier cas, l'effet 
est toutefois moins intense, et ne se manifeste que dans 
certaines conditions de co-transfection. 

Les Inventeurs ont en outre constate que, de 
15 fagon surprenante, 1 1 association d'un §l§ment activateur 
de la transcription par la polymerase II, avec au moins 
le bloc A et le bloc B d'un promoteur VA I reconnu par la 
polymerase III, permet d'exprimer 3 un niveau elev§ les 
sequences placees sous controle du promoteur chimerique 
20 ainsi obtenu, et en particulier des genes de l'ARN VA I 
sauvage ou des derives d'ARN VA I, des la phase pr^coce 
de 1' infection virale. 

Des constructions derivees du gene d'un 
ARN VA I obtenues de la sorte presentent un interet tout 
25 particulier, car elles sont utilisables pour stimuler la 
traduction des ARNm, et done 1' expression de genes 
heterologues, par 1 1 intermediate d'ARN VA I, modifi£ ou 
non, pendant cette phase pr§coce. 

La presente Invention a en consequence 
30 egalement pour objet des constructions d'ADN recombinant 
comprenant un promoteur chimerique tel que def ini ci- 
dessus, et en particulier une construction derivee du 
gene d'un ARN VA I, et qui comprend au moins : 

un promoteur chimerique reconnu par la 
35 polymerase III et constitue par 1 ' association d'au moins 
une sequence d f ADN qui constitue un element activateur de 
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transcription d'un promoteur PolII, et d'une sequence 
d 1 ADN comprenant au moins le bloc A et le bloc B d'un 
promoteur reconnu par la polymerase III ; et, sous 
controle transcriptionnel dudit promoteur 

5 - au moins une sequence S lt telle que d£finie 

ci-dessus, dont le produit de transcription peut former 
une structure identique ou similaire a celle de 
l'extremite du duplex apical d'un ARM VA I d' adenovirus 
(il s'agit en particulier de toute sequence dont le 

0 transcrit peut adopter la meme structure que les 
nucleotides 54-72 du gene d'un ARN VA I) ; et 

- au moins une sequence d 1 ADN qui const itue un 
signal de fin de transcription reconnu par 1 'ARN 
polymerase III. 

5 On entend par : "element activateur de 

transcription PolII" une sequence qui active 
habituellement la transcription par la polymerase II. De 
nombreux elements activateurs de la transcription Pol II 
sont connus en eux-memes ; il peut s « agir par exemple 

) d' elements activateurs du gene IE (immediate early) du 
CMV ou d'autres genes viraux, ou bien d' elements 
activateurs de genes cellulaires ( immunoglobuline , 
albumine, etc. . . ) 

Avantageusement, il s'agira d'un element 
activateur de la transcription du gene E1A d 1 adenovirus . 

Ces constructions d 1 ADN peuvent coraprendre, en 
outre, d' autres sequences et en particulier toute 
sequence choisie de maniere a ce que les produits de 
transcription desdites constructions soient des mutants 
d'ARNs VA I dans lesquels le domaine central du VA I est 
au moins partiellement delete ou substitue par une 
sequence differente de la sequence sauvage. 

Par exemple, une construction d'ADN 
recombinant conforme & 1' Invention comprend : 
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- les nucleotides 0 a 352 de l 1 adenovirus 
Ad5 ou une region homologue d'un autre adenovirus humain 
ou animal; 

- les nucleotides 1 a 77 du gene VA I de 
5 1 ■ adenovirus Ad2 ; 

- le signal de fin de transcription du gene 
EBER I du virus d 1 Epstein-Barr . 

Des constructions conf ortnes & 1 • Invention 
peuvent comprendre en particulier l'une des sequences 

10 representees dans la liste de sequences en annexe, sous 
les numeros SEQ ID NO: 1, et SEQ ID NO: 2. 

Pour augmenter 1 1 expression d 1 un gene 
d'interet dans une cellule-hote, on introduit et on 
exprime simultanement dans ladite cellule-hote une 

15 construction d'ADN comprenant ledit gene d'interet sous 
controle d'un promoteur approprie, et une construction 
d'ADN derivee du gene d'un ARN VA I, telle que decrite 
ci-dessus . 

Pour introduire et exprimer dans une cellule 

20 hote les constructions derivees du gene d'un ARN VA I 
decrites ci-dessus, ainsi que le ou les gine(s) d'interet 
dont on souhaite accroitre le niveau d 1 expression, on 
peut utiliser differents types de vecteurs, tels que des 
plasmides, par exemple des plasmides d 1 expression 

25 transitoire, des plasmides replicatifs en position 
extrachromosomique (lignees cellulaires const itutives) , 
des plasmides capables de s'integrer aux chromosomes 
cellulaires, des virus recombinants, en particulier des 
adenovirus, humains, animaux, ou mixtes . 

30 La construction d ! ADN comprenant un gene 

d'interet dont on souhaite accroitre le niveau 
d 1 expression, et la construction d'ADN derivee du gene 
d'un ARN VA I, peuvent etre portees par le meme vecteur, 
ou bien par deux vecteurs differents. 

35 La pr6sente Invention a egalement pour objet 

1 'utilisation des constructions d'ADN recombinant 
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derivees du gene d'un ARN VA I, telles que definies ci- 
dessus, pour l'obtention de vecteurs permettant 
d'augmenter l 1 expression d'au moins une proteine 
d'interet dans une cellule-hote, ainsi que des vecteurs 
5 recombinants obtenus de la sorte, et en particulier les 
vecteurs comprenant une construction d'ADN derivee du 
gene d'un ARN VA I, telle que definie ci-dessus, et une 
construction d'ADN comprenant au moins un gene d'interet 
que l'on souhaite exprimer, place sous controle d'un 

0 promoteur approprie. 

La presente Invention englobe egalement des 
adenovirus recombinants obtenus par insertion dans un 
adenovirus d'une sequence d'ADN comprenant au moins le 
bloc A et le bloc B d'un promoteur reconnu par la 

5 polymerase III, et, sous' controle transcriptionnel dudit 
promoteur, une sequence S x telle que dgfinie ci-dessus, 
dont le produit de transcription forme une structure 
identique ou similaire a celle de l'extremite du duplex 
apical d'un ARN VA I d » adenovirus . 

) Selon un mode de realisation d'un adenovirus 

recombinant conforme a la presente Invention, il comprend 
en outre un gene VA I endogene. 

Les adenovirus recombinants conformes a 
1' Invention peuvent £tre obtenus a partir de n'importe 

1 quel type d' adenovirus habituellement utilisable pour 
l'obtention de vecteurs, qu'il s'agisse d' adenovirus 
humains, animaux, ou mixtes. 

Avantageusement il s'agit d' adenovirus 
recombinants defectifs pour la region El, et done bloques 
en phase precoce du cycle (infection). En effet, si l'on 
associe, conf ormement a 1' Invention, une sequence d'ADN 
constituant un element activateur de la transcription par 
la polymerase II avec le promoteur PolIIl des ARN VA, on 
peut exprimer en phase precoce de 1" infection virale, 
toute sequence placee sous contrdle transcriptionnel 



WO 97/27309 



PCT/FR97/00103 



14 

dudit promoteur PolIII, et en particulier aussi bien des 
ARN VA I de type sauvage, que des ARN derives de VA I . 

Conformernent a 1' invention, les constructions 
d'ADN dirivees du g£ne d'un ARN VA I, les vecteurs, et 
5 les adenovirus recombinants decrits ci-dessus sont 
utilisables pour augmenter 1' expression de proteines 
d'interet dans des cellules-hotes, aussi bien in vitro 
qu' in vivo. 

L • augmentation de 1 ■ expression est 
10 independante de la sequence du gene d'interet et de la 
nature des sequences de regulation 5 ' et 3 1 qui lui sont 
associees . 

Les Inventeurs ont verifie que cette 
augmentation de 1' expression se manifestait pour 
15 differents genes h6t§rologues, variant aussi bien par les 
promoteurs utilises, que par les regions codantes, ou les 
sequences en 5' non traduites de 1 'ARN messager, et 
egalement dans diffirentes lignees cellulaires (HeLa et 
Vero) . 

20 Conformernent a 1' Invention, les constructions 

ainsi que les vecteurs d§finis ci-dessus, peuvent etre 
employes en association avec d'autres moyens visant a 
augmenter ou reguler le niveau d' expression des genes. 
Par exemple, ils peuvent etre associes avec des genes 

25 clones sous controle de promoteurs tissu-specif ique, ou 
de promoteurs inductibles. 

Le domaine de la th§rapie gSnique ou 
cellulaire par vecteur adenovirus est un domaine 
privilegie, mais non unique, d* application de la presente 

30 Invention. 

Conformernent S 1' Invention, les constructions 
ainsi que les vecteurs recombinants d§finis ci-dessus 
peuvent 6galement etre employes pour augmenter le niveau 
d' expression de proteines immunogenes dans le cadre de 
35 l'obtention de .. vaccins, ou bien pour la production in 
vitro de proteines d'interet en cellules de mammifdres, 
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ou toute autre cellule permissive pour les adenovirus 
(cellules d'oiseaux, de poissons, etc.). 

La presente Invention sera mieux comprise a 
I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples d'obtention et d' utilisation de 
constructions d'ADN d^rivees du gene VA I. 

CELLULES ET VIRUS UTILISES 

Les adenovirus ont ete multiplies et titres 
sur cellules de rein embryonnaire humain 293. 

Differentes cellules (cellules simiennes Vero, 
cellules humaines Hela) ont d 1 autre part ete employees 
pour mesurer le niveau d* expression de proteines 
exogenes . 

Les cellules Hela sont issues d'une lignee de 
carcinome epithelial humain ; elles possedent une 
activite ElA-like, et sont done capables, a forte 
multiplicity d' infection, de complementer en partie pour 
le gene E1A absent . 

Les cellules Vero sont issues d'une lignee 
de.rein de singe ; elles ne permettent pas la replication 
des virus defectifs pour la r§gion E1A. 

Toutes ces cellules ont §te entretenues en 
milieu de EAGLE modifie DULBECC0, additionne de 10% de 
serum de veau foetal et d'antibiotiques . 

PLASM IDE 5 

Les differents plasmides ont ete construits 
suivant des procedures standard connues de 1'homme du 
metier # telles que celles decrites par SAMBROOK et 
al . [Molecular cloning : A Laboratory Manual ; Second 
Edition, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989] . 

Le plasmide pMLPluc comprend le gdne 
luciferase precede des sequences leader des ARNm tardifs 
de 1' adenovirus sous le contrSle du promoteur MLP de 
1 1 adenovirus Ad2 . 
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Le plasmide pCMVcat exprime le gene CAT sous 
le controle du promoteur du gene immediate early (IE) du 
cytomegalovirus . 

La construction des plasmides conformes a 
5 1 1 Invention exprimant des sequences derivees du VA I est 
decrite plus en detail dans les exemples qui suivent. 

CONSTRUCTION DES ADENOVIRPS RECOMBINANTS 

Les adenovirus porteurs des differents ARN-VA 
modifies ont ete construits par ligation entre : 

10 1) des plasmides integrant 1 1 ITR de gauche, 

les signaux d 1 encapsidation et les signaux activateurs du 
gene E1A de I'adenovirus Ad5 (nt 1-352), ainsi que le 
gene VA I modi fie et 

2) la partie droite du genome d'AdS digere par 

15 1' enzyme £lal . Cette partie comporte le gene de type 
sauvage de l'ARN VA I (egalement denomme ci-apres VA I 
endogene) . 

Les produits de ligation ont ete transfectes 
dans des cellules 293. Les plages de lyse ont 6t6 isolees 

20 10 a 15 jours plus tard. Apres amplification, le DNA 
leger a ete extrait par la technique de HIRT [GLUZMAN et 
al., J. Virology, 45, p. 91-103, (1983)] et la conformite 
de la construction a ete verifiee par analyse de 
restriction. Par construction, ces adenovirus ont un 

25 phenotype E1A-, E1B+. 

DOSAGES DES A CTIVITES LUCIFERASE ET GAT 

Le dosage de l'activite CAT a ete realise par 
un test EL ISA (BOEHRINGER) . Le dosage de l^ctivite 
luciferase a ete effectue suivant une procedure standard 
30 (Kit Luciferase Assay System ; PROMEGA BIOTECH) en 
utilisant un compteur a scintillation. 
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EXEMPLE 1 g CONSTRUCTION DU PIASMIDE pVAemp ET DU VIRUS 
Ad- VAeap . 

Le plasmide pVAemp a ete construit comme 

Suit : 

5 Un plasmide (pMLP-gl) similaire au plasmide 

pMLPlO-gD (ELOIT et al . , J. Gen. Virol., 71, 2425-2431, 
1990) a ete utilise. Le site EcoRI en position 0 de pMLP- 
gl a ete supprime par digestion, remplissage des 
extremites par le fragment de Klenow de 1'ARN polymerase 
10 II, et religation. Les sequences de ce plasmide comprises 
entre le site SacII (nucleotide 352) et Clal (nucleotide 
2498) ont ete del6tees. La region 0-352 comprend 1'ITR et 
les signaux d' encapsidation (nucleotides 0-352) du virus 
de I'AdS. Ces derniers sont indissociables des signaux 

m 

15 activateurs de la transcription du gene E1A (Elt I et 
II) . 

En aval du site SacII ont €t€ clones : 

- la partie 5' du gene VA I (nucleotides 1 a 
77) , comprenant les deux sequences promotrices 

20 intrageniques A et B, 

- un polyl inker et 

- les signaux de fin de transcription du gdne 
EBER I du virus Epstein-Barr . Ces sequences (222 pb) ont 
§te isolees par clivage Nsil du plasmide VApIEBER 

25 (Origine : T. Ragot, Unite des virus oncogenes, CNRS, 
Villejuif ; ce plasmide est similaire, en ce qui concerne 
la region comprenant les sequences EBER I, a celui decrit 
dans la publication de VENTURA et al . , [Nucl . Acid Res. 

21, 14,. 3249-3255 (1993) ] ) . 

30 Le plasmide pVAemp est schematise a la 

Figure 2 . 

Legende de la Figure 2 : 

ITR : sequence terminale inversee gauche de I'AdS 
Elt I, Elt II : signaux activateurs du gene E1A 
35 Al a AV : signaux d' encapsidation de 1' adenovirus type 5 
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TTTT : signal de fin de transcription du gene EBER I du 
virus Epstein-Barr 

Les chiffres non entoures correspondent a la sequence de 
l'AdS. Les chiffres entoures renvoient a la sequence du 
5 VA I (nucleotide l : initiation de la transcription) . 

Le plasmide pVAemp contenu dans la souche DH5 
de E. coli a ete depose le 16 Janvier 1996, sous le 
nuraero 1-1655 auprds de la CNCM (Collection Nationale de 
Cultures de Microorganismes) tenue par 1 ' INSTITUT 
10 PASTEUR, 25 rue du Docteur Roux, a Paris. 

Le virus Ad-VAemp a ete construit par 
digestion du plasmide pVAemp par Aatll et AccI et 
ligation avec le fragment droit du genome d' adenovirus 
Ad-gD (ELOIT et al . , J. Gen. Virol., 71, 2425-2431, 1990) 
15 digere au site Clal . Le produit de ligation est 
transfecte dans des cellules 293, et les virus 
recombinants sont isoles comme decrit ci-dessus, a la 
partie "MatSriels et M§thodes". 

EXSMPLE 2 : CONSTRUCTION 1 en p r. ^T p g p . VAar ih ET Dn VIRT^ 
20 Ad-VArlb 

Le plasmide p-VArib a ete construit en clonant 
la sequence d'un ribozyme de l'ARNm du gene CAT 
(representee a la figure 3, ainsi que dans la liste de 
sequence en annexe, sous le numero SEQ ID NO: 1) au site 

25 EcoRI-Hindlll du lieur multi-sites de pVAemp. 

Le virus Ad-VArib a ete construit par 
digestion du plasmide p-VArib par Narl-Dral, et ligation 
du fragment Narl-Dral de 1061 pb avec le fragment droit 
du genome d' adenovirus Ad5 digere au site Clal. 

30 Legende de la F-SgnT- ft 3 . 

Caracteres gras : sequences ins§r6es dans le 
lieur multi-site de pVAemp 

Caracteres italiques sequences ou sequences 
complementaires des amorces ayant servi a realiser la RT- 
35 PCR de detection de 1' expression du gene 
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Boites A et B : sequences promotrices 
intrageniques du VA I 

lies sequences des sites de restriction ayant 
servi pour la construction sont soulignees. 

La f onctionnalite du vecteur d' expression de 
I'ARN VArib a §te verifi€e par RT-PCR (retrotranscription 
suivie d 1 amplification par PCR) dans les cellules HeLa 
infectees par Ad- VArib. 

Un controle a ete effectue en utilisant comme 
temoin le virus Ad-gD. Ce dernier virus est defectif pour 
le gene E1A, et en outre integre en partie gauche, (a 
1 ' emplacement ou sont donees chez Ad-VArib, les 
sequences derivees de VA I) , le gene gD du virus de la 
pseudorage . 

Les amorces litilisees sont les suivantes (ces 
amorces sont egalement indiqu6es sur la figure 3, et sont 
respectivement representees dans la liste de sequences en 
annexe, sous les numeros SEQ ID NO: 3 pour l 1 amorce gauche, 
et SEQ ID NO: 4 pour 1' amorce droite) : 
Gauche : 5 ■ AGCGGGCACTCTTCCGTGGTCTG 3 ' 
Droite : 5 ! AAAACATGCCGACCACCAGGGGT 3 1 

Ces amorces permettent 1 ■ aitplif ication de la 
totalite des 198 bases de l'ARN Varib. 

Un produit d' anplif ication de 198 pb est en 
effet observe pour le recombinant Ad-VArib. Au contraire, 
le virus Ad-gD donne un resultat negatif. Un temoin 
realise en omettant la phase de retrotranscription s'est 
egalement rev§l§ negatif, ce qui permet de verifier que 
le signal obtenu pour Ad-VArib ne resulte pas d'une 
amplification des sequences de I'ADN viral. 

SXEMPLE 3 : CONSTRUCTION D U PLASMIDE P-VAie ET DU VIRUS 
Ad-VAie 

Le plasmide p-VAie a §te construit en clonant 
une sequence antisens de 1 1 ARNm du g§ne IE (immediate 
early) du virus de la maladie d^ujeszky (representee 
figure 3, ainsi que dans la liste de sequence en annexe, 
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sous le numero SEQ ID NO: 2) entre les sites Smal et 
Hindlll du lieur multi-sites de pVAemp. 

Le virus Ad-VAie a ete construit par digestion 
du plasmide p-VAie par Aatll-AccI et ligation du fragment 
Aatll-AccI de 1204 pb avec le fragment droit du genome 
d' adenovirus Ad5 digere au site Clal . 

EXEMPLE 4 : AUGMENTATION DU NIVEAU D» EXPRESSION DE GENES 
HETERQLOGUES PAR LE VIRUS Ad-VArib 

Dans une premiere etude, le niveau 
d" expression du g§ne CAT dans des cellules infectees par 
Ad-VArib a §te quantifie. Dans la mesure oil il 6tait 
initialement attendu un clivage de l'ARNm de CAT 
synthetise apres 1' infection par le virus Ad-VArib f la 
strategie suivante a ete. utilisee : une lignee cellulaire 
Hela exprimant le gene CAT sous le controle d'un 
promoteur inductible, a savoir le promoteur de la 
metallothionine murine (mMT) a ete construite, et un 
clone cellulaire resistant a 1 'hygromycine a ete isole. 
Des cellules de ce clone ont 6te trypsinees puis 
infectees & une multiplicity d 1 infection de 100 
TCID 50 /cellule, soit par Ad-VArib, soit par Ad-VAemp 
utilise a titre de temoin. 

Seize heures aprds 1' infection (T0) # la 
synthese de CAT a ete induite par addition de metaux 
lourds (concentration finale : ZnCl 2 100 \*M, CdCL 2 1 i*M) . 

La synthese de CAT a et§ suivie au cours du 
temps et comparee a celle des memes cellules en 1' absence 
d 1 infection virale. La figure 4 presente^ les resultats 
obtenus . 

II apparait clairement une augmentation du 
niveau de synthese de CAT de 12, 5x dans les cellules 
infectees par Ad-VArib par rapport aux cellules non 
infectees. Dans les memes conditions, le virus Ad-VAemp, 
contenant uniquement les 77 premiers nucleotides du VA I 
provoque une augmentation de synthese de 7,5x. 
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En 1' absence d ' induction de la synthese de la 
CAT par les metaux lourds, les virus Ad-VArib et Ad-VAemp 
ont permis respect ivement une augmentation de 29x, et de 
5x du niveau de synthese de la CAT. 

II est done apparent que les virus Ad-VArib 
et, a moindre titre, Ad-VAemp, sont capables d'augmenter 
la synthese de prot£ines. 

EXEMPLE 5 : AUG MENTATION DU NIVEAU D' EXPRESSION DE GENES 
HETEROLOGUES PAR LA CONSTRUCTION pVArib EN DEHORS D'TTN 
CONTEXTE VIRAL. 

Pour determiner les sequences necessaires pour 
augmenter le niveau d' expression de gdnes heterologues, 
2xio 6 cellules HeLa ont et£ cotransf ectees par le 
plasmide pMLP-luc contenant le gene lucif erase sous le 
controle du promoteur MLP, et les differents plasmides 
pVArib, pVAemp, et a titre de contr51e pMLPCAT. 72 heures 
plus tard, les cellules ont ete pr^levees et l'activite 
lucif erase a ete quantifiee. 



Les resultats sont presentes dans le Tableau I 

ci-dessous . 

TABLEAU I 



Plasmides 


Lucif erase 
(pg/10 6 cellules) 


pVArib + pMLP-luc 


5000 


pVAemp + pMLP-luc 


<60 


pMLPCAT + pMLP-luc 


1560 



Ces resultats montrent une augmentation 



importante (3,2x) du niveau de synthase de la lucif erase 
par le plasmide pVArib, alors que le plasmide pVAemp 
induit un effet inhibiteur. 
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E3TCMPT,F . INFLUENCE DU VA I ENDOGENE ET DE SEQUENCES 
EXOGENES DE VA I STJR L ' AUGMENTATION DE LA SYNTHESE DE 
PROTEINE5 

Les Invent eurs ont ef fectue des essais 
5 comparatifs, en utilisant di verses constructions de 
genotypes differents en co- infection avec un adenovirus 
(Ad-MLP-luc) defectif pour la region E1A/E1B, et codant 
pour la lucif§rase sous le controle du promoteur MLP. 

Pour cette experimentation, deux types de 
10 cellules ont ete utilisees : les cellules 293, qui 
permettent la replication des virus d§fectifs pour la 
region E1A (et une expression nortnale des sequences VA I 
endogenes des differents adenovirus utilises) , et des 
cellules Vero, ne permettant pas la replication des virus 
15 defectifs pour la region E1A, et dans lesquelles 
1' expression des sequences VA I endogenes ne se produit 
qu'a un niveau tres faible. 

200 a 250000 cellules Vero ou 293 ont ete soit 
infect§es par 100 TCID 50 de virus Ad-MLP-luc, soit co- 
20 infectees par 100 TCID 50 de virus Ad-MLP-luc et 100 
TCID50 de l'un des virus suivants : Ad-gD, Ad-VAetnp, 
Ad-VAie Ad-VArib. 

Le virus Ad-gD, qui possede des sequences VA I 
endogenes mais est depourvu de sequences VA I exogenes 
25 (on designe par ARN VA "exogene" un ARN VA I ou VA II 
resultant de la transcription d'un gdne VA modifie, et/ou 
situe hors de son contexte naturel de transcription) , 
permet d'evaluer I'effet induit par le VA I exogene. 

Les cellules 293 ont §te recoltees 24 h apres 
30 1« infection, soit a un moment oil I'effet cytopathique est 
complet. Les cellules Vero ont ete recoltees 4 jours 
apres 1 1 infection . 
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Les resultats obtenus sont presentes dans le 
tableau II ci-dessous. 

TABLEAU II 





Ad-MLPluc 


Ad-MLPluc 
+ 

Ad-gD 


Ad-MLPluc 
Ad-VAemp 


Ad-MLPluc 
Ad-VAie 


/%U 1 iJj c X LI l_ 

4- 

Ad-Varib 


VA I endogSne 


•f 


+ 


+ 


+ 


+ 


VA I exogdne 






+ ( emp ) 


-f(ie) 


+(rib) 


Cellules 293 


7560 


10160 


1260 


3400 


3600 


Cellules Vero 


<0.05 


1075 


2025 


2975 


10450 



Les signes + ou - sur la deuxieme et la 



troisieme ligne du tableau indiguent 1 'existence, dans 
les cellules transf ectees, de VA I endogene ou de VA I 
exogene . 

Les chiffres de la quatriSme et de la 
cinquieme ligne indiguent la quantite (en ng) de 
lucifSrase synthetisee pour 10 6 cellules. 

Ces resultats montrent que : 

* Dans les cellules 293, la presence des 
sequences VA I exogenes port§es par les virus Ad-VAemp, 
Ad-VAie et Ad-VArib n'a pas d ! effet positif sur la 
synthese de lucifgrase. Ceci peut s'expliquer par le fait 
que le VA I endogene qui s'exprime essentiellement en 
phase tardive de 1' infection, suffit a 1 ' augmentation du 
niveau de traduction des ARNm. 

Au contraire, les trois virus Ad-VAemp, Ad- 
VAie et Ad-VArib semblent avoir un effet negatif sur la 
production de lucif erase (peut-etre en raison d ! une 
deregulation des Stapes du cycle viral) . 

* Dans les cellules Vero, les sequences VA I 
exogenes portees par les virus Ad-VAemp, Ad-VAie et Ad- 
VArib ont un effet positif net sur 1' expression de 
lucif erase. 

Les constructions Ad-VAemp et AD-VAie 
permettent un doublement de la synthese de luciferase 
(1,9 a 2,8x) par rapport k Ad-gD. La comparaison des 
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resultats entre le virus tfimoin Ad-gD et Ad-VArib montre 
une augmentation de la synthese de lucif^rase d 1 environ 
10 fois en faveur de ce dernier. 

II doit etre note que les resultats illustrant 
5 la co-infection Ad-MLP-luc + Ad-gD montrent deja un effet 
posit if sur la synthese de lucif erase, bien que les deux 
virus Ad-MLP-luc et Ad-MLP-gD possedent strictement le 
meme gene VA I, qui ne s'exprime que tres faiblement en 
phase pr§coce . 

10 Plusieurs hypotheses peuvent expliquer cet 

effet : 

La co-infection par les deux virus 
conduirait a une meilleure efficacite d' internalisation 
dans la cellule : en effet, 1* adenovirus est internalise 

15 par un mecanisme d'endocytose medie par un r^cepteur 
(integrines) qui interagit avec la proteine penton-base. 
Ce m§canisme est suffisant pour permettre la co- 
internalisation de molecules (par exemple de 1 1 ADN) 
delivrees en association avec 1 1 adenovirus . II est done 

20 possible d'envisager que 1 1 internalisation d'un virion 
permettrait 1 1 internalisation d'autres virions non lies 
directement au recepteur cellulaire. 

- Alternativement , 1' expression du gene E1B 
(qui est fonctionnel dans les constructions Ad-gD, Ad- 

25 VArib, Ad-VAemp et Ad-Vaie mais delete dans la 
construction Ad-MLP-luc) pourrait augmenter la 
transcription en phase precoce du VA I endogene des 
differents virus impliques dans les experiences de co- 
infection [SOLLERBRANT et al . , J. Virol., 67, p. 4195- 

30 4204, (1993)]. La proteine E1B stabiliserait egalement 
1 'ADN introduit, avec un effet indirect sur le niveau 
d' expression mesure [HERRMANN et MATHEWS, Mol . Cell. 
Biol., 9, p. 5412-5423, (1989)]. Par contre, la proteine 
E1B n 1 ayant pas d 1 effet activateur connu sur le MLP , il 

35 est peu probable que la transcription du gene luciferase 
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ait ete augment§e [HERRMANN et al. f Oncogene, 2, p. 25-35 
(1987)] . 

- Enfin, il est possible que l'ARN VA I soit 
plus efficace lorsqu'il est delivre en trans plutot qu'en 
5 cis. 

EXEMPLE 7 ! ETUDE DE L 1 INFLUENCE DU PROMOTEUR ET DEq 
SEQUENCES LEADER SUR L ' AUGMENTATION DE L' EXPRESSION D'TTN 
GENE EN PRESENCE DE SEQUENCES DERIVEES D'ARN VA I 

Les experimentations relatees dans les 
10 exemples 4 a 6 ci-dessus permettent de conclure que 
l'effet d' augmentation de la synthese de proteines ne 
depend pas de la region codante puisque des resultats 
comparables ont £te obtenus pour la lucif erase et la CAT. 

II a egalement ete recherche si l'effet d' augmentation de 
15 la synthase de protSines 3tait dependant du promoteur 

controlant la transcription du gene h§terologue et/ou de 
la presence des sequences leader non traduites dans les 
ARNm viraux tardifs. 

Le plasmide pCMV-CAT contient le gene CAT sous 

20 le controle du promoteur du gene "immediate early" (IE) 
du cytomegalovirus (et done en l 1 absence des sequences 
leader de 1 ■ adenovirus) . 2xl0 6 cellules HeLa ont ete 
cotransfectees par le plasmide pCMV-CAT, et l'un des 
plasmides pVArib, pVAemp, ou a titre de controle, pMLP- 

25 luc. 72 heures plus tard, les cellules ont 6t§ prelevees 
et l'activite lucif erase a ete quantifi^e. 

Les resultats sont presentes dans le tableau 

III ci-dessous. 



Tableau III 



Plasmides 


CAT (pg/10 6 cellules) 


pCMV-CAT +pVArib 


>500 


pCMV-CAT +pVAemp 


185 


pCMV-CAT +pCMV-luc 


65 



On observe une augmentation importante 
(superieure a 7,7x) du niveau de synthese de la proteine 
CAT par le plasmide pVArib, alors que le plasmide pVAemp 
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induit un effet plus limite (2,8x). Ces rgsultats 
demontrent que 1' effet observe avec le plasmide pVArib 
n'est pas dependant de la presence du promoteur MLP ni de 
celle des trois sequences leader non traduites des ARNm 
tardifs de 1 1 adenovirus . 

EXEMPLE 8 5 UTILISATI ONS DES SEQUENCES DERIVEES D'ARN 

VA I POU R AUGKENTER L ' EXPRESSION D'UN GENE IN VIVO CHEg 
LA SOURIS 

Afin de confirmer les resultats obtenus en 
culture cellulaire, les experimentations ont ete 
effectuees chez la souris, en inoculant conjointement un 
derive d'ARN VA I conforme £ 1* Invention, et un 
adenovirus recombinant exprimant le gene d'interet que 
l'on souhaitait exprimer. 

Dans une premiere experience, les souris ont 
ete inoculees par voie intramusculaire, ou intraveineuse, 
avec 1' adenovirus Ad-MLP-luc et, ou bien I 1 adenovirus Ad- 
gD (temoin) , bien 1* adenovirus Ad-VAr. Les resultats de 
cette experience sont resumes dans le tableau IV ci- 
dessous . 
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35 



On voit que Ad-VAr a un effet positif marque 
sur la synthese de luciferase dans le foie (x4600) , et, 
avec une efficacite plus faible, dans les poumons (x33) 
apres inoculation conjointe par voie intraveineuse avec 
5 Ad-MLP-luc. 

En revanche, 1- effet observe est seulement 
marginal et probablement non significatif dans le muscle 
apres inoculation intramusculaire (xi,96). II est suppose 
que cette difference reflete en grande partie la 
probabilite d' infection de la meme cellule par un nombre 
suffisant des deux types de particules adenovirals, dans 
la mesure oil il a ete prealablement observe que cette 
probabilite etait maximale dans le foie et a un degre 
moindre dans les poumons apres inoculation intraveineuse 
15 du virus recombinant [OUALIKENE et al . , Journal of 
Virology, 69, p. 6518-6524, (1995)]. On sait d'autre part 
que la probabilite d' infection des cellules musculaires 
est relativement faible chez les souris adultes [ACSADI 
et al.. Hum. Mol . Genet. 3, p. 579-584, (1994)]. II est 
suppose que la competition entre les deux virus pour les 
recepteurs cellulaires des adenovirus masque un effet 
positif possible de Ad-VAr. 

Dans une deuxieme serie d' experiences, une 
approche plus sensible a done ete utilisee pour evaluer 
1' efficacite de Ad-VAr quand celui-ci est inocule par 
voie intramusculaire. Cette approche est basee sur 
1' evaluation de la reponse immunitaire contre le produit 
d'un gene etranger. Dans ce but, le virus Ad-gD, qui 
comprend le gene PRV gD et qui est capable de proteger 
les souris contre une infection par le PRV [ELOIT et 
ADAM, Journal of General Virology, 75, p. 1583-1589, 

(1995) ; GONIN et al., Vaccine, 14, p. 1083-1087, 

(1996) ] , a ete choisi. 

II a ete suppose que si le niveau d' expression 
du gD pouvait etre augmente par Ad-VAr, la dose de Ad-gD 
ayant un effet protecteur serait abaissee. 
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Des experiences prealables effectuees sur la 
souris avec Ad-gD ont demontre que la dose protegeant 
100% des animaux par voie intramusculaire, dans le cas 
d'une infection standard (20-30 LD 50 par voie 
5 intraperitoneal) etait egale a 10 9 TCID 50 . 

Pour demontrer l'efficacite de Ad-VAr, des 
doses plus faibles de Ad-gD ( respect ivement 10 8 et 10 7 
TCID 50 ) ont et£ choisies, et inoculees par voie 
intramusculaire en meme temps que 10 9 TCID 50 de Ad-VAr, ou 
10 a titre de temoin, 10 9 TCID S0 de Ad-MLP-luc. La dose de 10 s 
TCID 50 a €t§ choisie afin d'obtenir une probability 
maximale de co-infection des cellules par ces virus. 



Les resultats sont illustres par le Tableau V 

ci-dessous. 

TABLEAU V 



Virus 


Dose 


N ombre de 


Survivants 


Anticorps 




Ad-gD 


souris 


<%> 


anti-gD 


Ad-gD + Ad-MLP-luc 


10' 


5 


20 


8±150 


Ad-gD + Ad-VAr 


10 7 


5 


80 


78±150 


Ad-gD + Ad-MLP-luc 


10 8 


5 


80 


234±330 


Ad-gD + Ad-VAr 


10 8 


5 


100 


1136+230 


Concr61e 


0 


5 


0 


ND 



Comme attendu, le virus Ad-gD a une dose de 



10 7 TCID S0 , co-inocul£ avec Ad-MLP-luc ne protege pas 
ef f icacement les souris contre 1' infection (20% compare a 
0% chez les souris contrdle) . En revanche, la meme dose 

20 inject^e en m§me temps que Ad-VAr, protege 80% des 
souris, ce qui est identique au niveau de protection 
induit par Ad-gD seul a une dose 10 fois plus Slevee. 

Un effet positif est egalement observe lorsque 
Ad-VAr est co-inocul£ avec une dose d* Ad-gD de 10 B TCID 50 . 

25 Bien qu'il apparaisse moins distinctement en ce qui 
concerne le niveau de protection conf§r§ (100%) par 
rapport & la co- inoculation Ad-MLP-luc (80%) , cet effet 
est toutefois nettement identifiable par le niveau de la 
reponse anticorps . 
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En conclusion, il apparait que Ad-VAr a permis 
de diviser par 10 la dose de Ad-gD qui est necessaire 
pour obtenir une protection lorsqu'elle est utilised par 
voie intramusculaire . 
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LISTE DE SEQUENCES 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTE R I S T I QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 194 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

<C) NOMBRE DE BR INS : simple 
(DJ CONFIGURATION: lineaire 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
GGCACTCTTC CGTGGTCTGG TGGATAAATT CGCAAGGGTA TCATGGCGGA CGACCGGGGT 60 
TCGAACCCCG GATCCCCCGG GCAAAATTCG AGCAACTCTG ATGAGTCCGT GAGGACGAAA 120 
CTGAAATGGA TCCTCTAGAG TCGACCTGGA GCCCAAGCTT ATCGATTTCG AACCCCTGGT 180 
GGTCGGCATG TTTT 194 
INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: ' 
(A) LONGUEUR: 217 paires de bases 
(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
GGCACTCTTC CGTGGTCTGG TGGATAAATT CGCAAGGGTA TCATGGCGGA CGACCGGGGT 60 
TCGAACCCCG GATCCCCCGA CTGCAGGCCG CGCGCCGGGA GCCCTGGCTG CCGCCGTCGG 120 
GGCCGGACGC GATGCCCTCT TCCTCGGCCG GGGCGGCGGC CGCCAGGAGC TGGTTCGAAG 180 
CTTATCGATT TCGAACCCCT GGTGGTCGGC ATGTTTT om 
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INDICATIONS RELATIVES A UN MICRO-ORGAN IS ME DEPOSE 

(regie I36udu PCT) 



A. Les indications ont trait au micro-organisme vise dans fa description 
P a S c LB .ligne g ^ 10 



B. IDENTIFICATION DU DEPOT D'autrcs dep6ts font 1'ob jet d'une feuille suppiementaire Q 

Nom dc rinstitution de depot 

CNCM (COLLECTION NAT I ON ALE DE CULTURES DE MICROORGANISMES) 



Adresse de rinstitution de depot (y compris le code postal et le pays) 
INSTITUT PASTEUR 
25, rue du Docteur Roux 
75015 PARIS 
FRANCE 



Date du depdt . ^ 

^ 16 JANVIER 1996 


n° d'ordre 


1-1655 


C. INDICATIONS SUPPLEMENTAIRES (le cos icheant ) 




Une feuille suppiementaire est jointe r— i 
pour la suite de ces renseignements LJ 



D. ETATS DESIGNES POUR LESQUELS LES INDICATIONS SONT DONNEES 

(si les indications ne sort pas donnees pour tous les Etats designes) 



E. INDICATIONS FOURNIES SEPAREMENT (le cos echiam) 



Les indications enumerees ci-apres seront fournies ulterieuremem au Bureau international (specifier la nature generate des indications 
p. ex.. V d'ordre du depdt") 



=— Reserve a I'office recepteur 



Cette feuille a et4 recue en meme temps que la 
demandeintemationale L MARD iROSSI 




Fonctionnaire autorise 



Reserve au Bureau international 



[ | Cette feuille est parvenue au Bureau international le 



Fonctionnaire autorise 
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REVENDI CATIONS 
1) Utilisation d'une construction d'ADN recom- 
binant derivee du gene d'un ARN VA I, et qui comprend au 
moins le bloc A et le bloc B d'un promoteur reconnu par 
5 la polymerase III, et, sous controle transcript ionnel 
dudit promoteur, une sequence S x dont le produit de trans- 
cription peut former une structure identique ou similaire 
a celle de l'extremite du duplex apical d'un ARN VA I 
d» adenovirus, et une sequence S 2 choisie de maniere a ce 
0 que les produits de transcription desdites constructions 
d'ADN recombinant constituent des mutants d'ARNs VA I 
dans lesquels le domaine central du VA I est au moins 
partiellement dSl§te ou substitue par une sequence diffe- 
rente de la sequence de type sauvage, pour stimuler la 
traduction des ARNm dans une cellule-hote h£bergeant 
ladite construction. 

2) Utilisation du bloc A et du bloc B d'un 
promoteur reconnu par la polymerase III et de sequences S x 
et S 2 telles que definies dans la revendication 1, pour 
l'obtention d'une construction d'ADN recombinant destinee 
a stimuler la traduction des ARNm dans une cellule-hote 
hebergeant ladite construction. 

3) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 1 ou 2 caracterisee en ce que ladite 
construction comprend en outre au moins un site de 
restriction pour le clonage d ! une sequence d'ADN hetero- 
logue sous controle transcriptional dudit promoteur 
PolIII. 

4) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 1 & 3, caracterisee en ce que ladite cons- 
truction comprend en outre une sequence d'ADN qui consti- 
tue un signal de fin de transcription reconnu par 1 ' ARN 
polymerase III. 

5) Construction d'ADN recombinant caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins : 
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- un promoteur chimerique reconnu par la poly- 
merase III et constitue par 1' association d'au moins une 
sequence d'ADN qui constitue un element activateur de 
transcription d'un promoteur PolII, et d'une sequence 
d'ADN comprenant au moins le bloc A et le bloc B d'un 
promoteur reconnu par la polymerase III ; et ( sous con- 
trole transcriptionnel dudit promoteur 

- au moins une sequence S x telle que definie 
dans la revendication 1, et 

- une sequence d'ADN qui constitue un signal 
de fin de transcription reconnu par l'ARN polymerase III. 

6) Construction d'ADN recombinant selon la 
revendication 5, caracterisee en ce qu'elle comprend, en 
tant qu 1 Element activateur de transcription PolII, les 
signaux activateurs de la transcription du gene E1A 
d' adenovirus . 

7) Construction d'ADN recombinant selon une 
quelconque des revendi cat ions 5 ou 6, caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins une sequence S 2 telle que defi- 
nie dans la revendication 1 

8) Construction d'ADN recombinant selon une 
quelconque des revendications 5 & 7, caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins : 

- les nucleotides 0 a 352 de 1* adenovirus Ad5 

- les nucleotides 1 a 77 du g£ne VA I de 
1' adenovirus Ad2 ; 

- le signal de fin de transcription du gene 
EBER I du virus d' Epstein-Barr . 

9) Construction d'ADN recombinant telle que 
definie dans une quelconque des revendications 1 a 8, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence choisie 
dans le groupe constitue par les sequences representees 
dans la liste de sequences en annexe, sous les numeros 
SEQ ID NO: 1, et SEQ ID NO: 2. 

10) Utilisation d'une construction d'ADN 
recombinant telle que definie dans une quelconque des 
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revendications 1 a 9, pour l'obtention d'un vecteur per- 
mettant d'augmenter 1' expression d'une prot§ine d'int£ret 
dans une cellule-hote . 

11) Vecteur recombinant caracterisi en ce 
qu'il comprend une construction d'ADN selon une quelcon- 
que des revendications 5 a 9. 

12) Adenovirus recombinant caracterise en ce 
qu'il est obtenu par insertion dans un adenovirus d'une 
sequence d'ADN comprenant au moins le bloc A et le bloc B 
d ! un promoteur reconnu par la polymerase III et une 
s§quence S x telle que d^finie dans la revendication l, 
placee sous controle transcriptionnel dudit promoteur. 

13) Adenovirus recombinant selon la revendica- 
tion 12, caracterise en ce qu'il comprend en outre un 

15 gene VA I endogene . 

14) Adenovirus recombinant selon une quelcon- 
que des revendications 12 ou 13, caracterise en ce que 
ledit adenovirus est defect if pour la region E1A et/ou 

E1B. 

20 15) Utilisation d'une construction d'ADN selon 

une quelconque des revendications 1 a 9, d'un vecteur 
recombinant selon la revendication 11, ou d'un adenovirus 
recombinant selon une quelconque des revendications 12 a 
14, pour l'obtention d'un medicament permettant 

25 d'augmenter 1 'expression d'au moins une proteine 
d'interet dans une cellule-h&te. 

16) Utilisation d'une construction d'ADN selon 
une quelconque des revendications 1 a 9, d'un vecteur 
recombinant selon la revendication 11, ou d'un adenovirus 
recombinant selon une quelconque des revendications 12 a 
14, pour l'obtention d'un vaccin. 

17) Utilisation d'une construction d'ADN selon 
une quelconque des revendications 1 a 8, d'un vecteur 
recombinant selon la revendication 11, ou d'un adenovirus 
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recombinant selon une quelconque des revendications 12 a 
14, pour la production de proteines d'interet dans des 
cultures de cellules. 
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